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1 )ヒト肝癌培養細胞に及ぼす TPAの効果:細胞はヒト肝癌培養細胞株である HuH-6 Cl-5 を用い
た。 Subconfluent の HuH-6 Cl-5 細胞に対して， (35 S) methionine の存在下で， 10ng /mi ~ 
10μg/mf の濃度になるように TP A ( 12-0 -tetradecanoylphorbol -13 -acetate) を培地lζ 加えた。
3TCで 6 時間処理後，培地を集め， SDS 電気泳動を行ない，分泌蛋白の解析を行なった。その結果，
TPAで処理していないコントロールの細胞と比較して， TPA で処理した細胞から分泌されてくる蛋
白の総量が増加するばかりでなく，分子量 46， 000の蛋白が新たに誘導されてきた。この蛋白を p 46 と
名づけ，以下の実験は，乙の p46 H::注目して行なった。
2) TPA 以外の発癌プロモーターの効果: p 46 が発癌プロモーターに特異的なものであるか否かを
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調べるため， TPA以外の発癌プロモーターを作用させた。 1 )と同様な処理をし，電気泳動パターン
を検索してみると，現在発癌プロモーター活性を持っと考えられている teleocidin ， aplysiatoxin , 
debromoaplysia toxin はすべて TPA と同様に p 46 の分泌を誘導した。一方， TPA の類似体である
が，発癌プロモーター活性を持たない phorbol や phorboト 13-acetate 1 :よっては全く誘導されなか
った。つまり， p 46 は発癌プロモーターに特異的な分泌蛋白であると考えられる。
3) p 46 の性質の検討: 1) と同様に， (35 S J methionine 存在下で TPA処理を行なう時11:，同時に
アクチノマイシン Dを加えて， mRNA が転写されるのを block しながら分泌蛋白をラベルした。 その
結果， 1μg/me のアクチノマイシンD が存在すれば， TPA によるp 46 の分泌は抑制された。 TPAは
ある遺伝子の転写を促進する乙とによって p 46 の分泌を誘導したことがわかる。次に， HuH-6 Cl-5 
細胞株は，肝実質細胞由来であり，多くの血清蛋白を分泌している乙とが知られているので， p46 が
正常血清蛋白の l つである可能性を検討した。つまり， TPA 存在下でラベルされた分泌蛋白と， ウサ
ギで作製した抗ヒト正常血清蛋白抗血清とを反応させ 免疫沈降してくる蛋白を SDS 電気泳動により
解析した。 2 種類の異なる抗血清を用いて検索したが， p 46 はいずれの抗血清とも反応しなかった。こ
の乙とから， p 46 は正常ヒト血清中には存在しない蛋白である可能性が示唆される。
4) Pulse -chase 実験:アクチノマイシンD を用いた実験から， p46 はTPA によって degradation が
誘引された結果生じてくる反応産物でない乙とが示されたが，乙れを更に確認するために， pulse -chase 
実験を行なった。 HuH- 6 Cl-5 細胞に TPAを加えてから 4 時間後に( 35 S J methionine を加えて 2
時間 pulse ラベルを行なった。その後，培地を除去し， TPA存在下で 4 時間及び 6 時間 chase した。コ
ントロールの細胞は， TPA 非存在下で 2 時間 pulse ラベルした後， TPA存在下で 4 時間及び 6 時間
chase した。 p 46 はウサギの抗ヒト血清蛋白抗血清と反応しない乙とを利用し，結果をわかりやすくす
るため，乙の抗血清で免疫沈降して乙ない反応上清のみを SDS 電気泳動にかけた。その結果， TPA 
存在下で chase したにもかかわらず，コントロールの細胞から p46 の分泌はみられなかった。つまり，
p 46 は TPAによって誘導された degrada tion 産物ではない乙とが確認できた。
(総括)





ト肝癌培養細胞株 HuH-6 Cl-5 を用い，分泌蛋自に注目して追求したものである。その結果，乙れま
で発癌プロモーター活性をもっといわれている物質によって特異的に，分子量 46，000 の蛋白の分泌が
誘導される乙とが明らかにされた。また，乙の蛋白は， ヒト正常血清蛋白ではない可能性が示唆された
-182-
ことは興味深いことで，乙の実験系を用いれば，未知の発癌プロモーターを容易に知る乙とができると
考えられ，応用面でも価値あるものである。
よって，本論文は，学位論文に値すると認められる。
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